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装置の進歩があげられる [4] 。一方、緑色蛍光タンパク質 (GFP) [5] の登場がライフサイエン
スを爆発的に発展させたように、優れた蛍光材料の開発もその発展に大きく貢献してきた。
数ある蛍光材料のうち一例を示すとフルオロセイン、ローダミンなどの蛍光性有機分子
[6 ・8] 、[Ru(bpY)3]2+ などの金属錯体[1 ，2] やランタノイドキレート [9] 、緑色蛍光タンパク質




























さかんに研究が行われている [18] 。対象となるナノ粒子は金・銀などの金属ナノ粒子[20 ，21] 、






吸収係数、光安定性を持つなど優れた発光特性を示す[2 ふ29] 。そのため量子ドットは 190
年頃から盛んに研究がされ、 198 年に Nie 、Weis らによって生体適合性の高い表面修飾を







ドープしたポリマービーズ[37] やシリカ [38] 、ゼオライト [39] などや発色団を多数含んだ巨














荷移動に起因した蛍光スベクトルのサイズ効果を報告している [48] 。また Mas 由 ar らや
Barb らのグループ。で、は共役高分子の発光スベクトノレに関しても分子内コンフォメーショ
ンの観点からそのサイズ効果を議論している [49 ，50]0 Katgi らはポリジアセチレンのナノ
粒子の吸収スベクトルが示すサイズ依存性に関して、励起子と格子振動の結合が励起子バ
ンドの最低エネルギー準位と光学遷移に影響を与えるというナノ結晶格子の熱的ソフト化





























解明されていない[54]0 Fig. 1・2 に代表的な有機蛍光色素分子の吸収・発光スベクトルを示
す[8] 。有機蛍光色素分子では周辺環境やイオンなどによるスベクトノレ変化を利用したセン
サーとしての利用が特徴的である。 Minta らはローダミン、フルオロセインの誘導体の蛍光
Excited singlet state 
2 
T 
咽・ー -・ーーー園田 -- g 























1 : A bsorpti on 
2，6: Vibrational reaxtion 
3: Fluorescne 
4: Internal comversin 
5: Intersytem crosing 
7: Radiationles diactivation 
8: Phosprecn 
9: Photcemial reaction 







F岡崎製帥 閉 ITC cy 5 
5∞ 60 




Fig. 1-2 Absorptin (Ieft)- 司emison (right) pairs of the spectra of five organ ic 
f1 uorescne molecules. Th ese spectra illu st rate 出e sp ilov er of absorption and em ison 




Fi g. 1-3 Flu oresce nce im age of HeLa ce ll s loade with Zi nspy-5 an d mol ecular 
structure of Zinspy-5 . Scale-bar : 25μm . R ef[ 56] 
強度変化を利用してカルシウムイオン検出をした[55 )。また Domaile らは Zn 2¥ 。12+のよう
な金属イオンに関して特異性のある色素を合成し m V IVQ において金属イオンの局在を蛍光
イメージングしているσig. 1- 3)[56) 。また蛍光寿命の局所環境依存性を利用して蛍光寿命イ





蛍光タンパク質である GFP やその改変タンパク質はその GFP の遺伝子を目的タンパク質
の遺伝子に組み込むことで理論的には任意のタンパク質をラベルすることが可能であるた
めに特に細胞や生体組織の非侵襲的染色にとって重要な蛍光物質である [5]0 GFP は 28KD
の分子量を持つ樽型のタンパク質で発光原理は基本的に有機色素分子に準する。 GFP の発
色団は 238 個のアミノ酸からなるタンパク質の 65 ・67 番目のアミノ酸からなるトリペプチド





なども作製されている [59 ，60] 。多くの蛍光タンパク質は pH 感受性が高く、 pH の変化によ
り蛍光強度が顕著に変化する。これは蛍光タンパク質の種類によって pH に依存してそル吸
光係数が変化する場合と量子収率が変化する場合の両方がある。蛍光タンパク質も蛍光色
素分子と同様に pH 感受d性などを利用した in vivo センサーとしての利用や蛍光寿命イメージ
ングも行われている [61] 。特に 197 年に Miyawki らによって設計されたカメレオンと呼ば
れる蛍光タンパク質は Ca 2+に特異的に反応する [62]0 Flors らはフォトクロミック蛍光タン






Fig. 1-4 Molecuar structure of GFP ， and its absorption (l eft) and emison (right) 














また半導体ナノ粒子は有機蛍光色素分子と比較して平均して 2 桁程度大きい 2 光子吸収断
面積をもっ。ライフサイエンスで、は吸収・発光バンドが可視域にある粒径 1-6 nm の CdSe 、
CdTe 、InP InG aPなどがよく使われており、半導体ナノ粒子では無輯射失活は不純物また
はナノ粒子表面で生じるため発光効率の低下を防ぐために通常はナノ粒子表面を ZnS で覆
ったようなコアシェル構造を持つことが多い[64 ，65] 。また CdSe のように有機溶媒中で合成
されるの水への分散やタンパク質との特異吸着性などの設計は基本的に各種抗原や反応基
の表面修飾により行われ、半導体ナノ粒子においても色素分子と同様に in vitro から in vivo 
までのイメージングが報告されている (Fig. 1-7 a， b) 。蛍光寿命は 10-10 ナノ秒程度と長く、
散乱光やサンフ。ノレの自家蛍光と用意に区別可能である。しかしその粒径や表面の影響を受
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Fig. 1- 6 (Ie 丘) Absorpt ion spectra for bare (dashed li nes) and 1-2 monlayer ZnS 
overcoated (so lid lin es) CdSe dots with diametrs measuring (a) 23 ， (b) 42 ， (c) 48 ， and 
(d) 5 A. (right) Photluminesce σL) spectra for bare (dashed lines) and ZnS 
overcoated (solid lines) dots with th e folowing ∞re sizes: (a) 23 ， (b) 42 ， (c) 48 ， and (d) 
5 A in diamet r. Th e PL spec 甘a for the overcoated dots are much more in t巴nse owmg 
to their higher quantw yields : (a) 40 ， (b) 50 ， (c) 35 ，印刷d) 30. [64] 
一品 2
F ig. 1・7 Schematic of a ZnS-caped CdSe QD that is covalently coupled to a protein by 
mercaptacetic acid. [30 ] The nu c1 eus of a 3T cell was stained with QD -streptavidin 
(em =630) . The microtubles wer labe led with QD- str 巴ptavidin (em=53). [32] 
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けやすく減衰曲線は多成分である [6 ，67] 。単一の半導体ナノ粒子においても単一分子と同
様に明滅現象が観測され、半導体ナノ粒子の場合はナノ粒子のイオン化が原因であると考
えられている [68] 。半導体ナノ粒子では広い吸収スベクトノレを利用した単一励起波長による
マルチカラーイメージングや、高い光安定性を活かした長時間観察が特徴的である [28 ，3] 。
Nie らは異なるサイズの半導体ナノ粒子を含んだポリマービーズを作製し、蛍光波長のピー
ク比の違いを利用したエンコーディングを行い、 DNA のハイブリダイゼーションをモニタ
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Fig. 1-8 DNA hybridization asays using QD barcode beads. Wh en the target molecule 
is absent ， only the QD barcode signals are detected by single beads spectroscopy or 
flow cytome 句r because hybridization does not OCC Uf. Wh en the target molecule is 
present ， it brings the barcode probe and reporter probe together ， whic results in 












































ー (DPD I)のナノ粒子を作製した結果を報告する。レーザー照射に伴う BPDI 、DPDI 懸濁
液の吸収スベクトルの変化と走査型電子顕微鏡 (SEM) 観察から BPDI 、DPDI ナノ粒子の
生成を評価する。
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Fabrication of f1 uorescne organic naoparti c1 es by laser ablation in water 




























Nakn ishi らはこのナノ粒子を熱処理することでナノ結晶を作製し、さらに7 イクロ波を照
射することで結晶形やサイズを制御することにも成功している [7] 。
Organic m olec ules 川 go d 501 ，en t 
- 6  一}ム、、守t) P竺竺虫E乙24ごrF肝凹肺v吋dφ1. he士ウT虫Tzn 〆3
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Fig . 2-1 A sc hematic il1 us甘ation of th e reprecipitation method. Organic molecu s are
disolved in a water 司 miscble organic solvent ， and then a few micro-liter of the solution 
is injected into vigorusly stired por solvent such as water. Organic molecus are 
reprecipitated and crysta l1 ized (top) . Scanig electron microspe image of Perylne 
naocrystals fab ricated by the reprecipitation method (bo 仕om le 合) and molecuar 



































Fig. 2- A schematic ilustration of the laser ablation method. Sample organic crystals 
wer ade to a por solvent and stirr 巴d vigorus ly with a magnetic stirer ， and then 
exposd to laser pulse 
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Fig. 2-3 Mechanism of naoparti c1 es fornation . Wh en laser pulse are iradiated to 
crystals ， the laser enr gy is convertd into a therna l enr gy rapidly . This ph otothernal 
conversion gets a crysta l surface tempratue increase ， resu ltin g in a 合agmentio of 
crystals and a production of naoparti c1 es. At the same time ， crystals wer coled by 
thernal ditfusion from a crystal surface to a solven t. The thernal ditfusion rate is 
increasing as crystals become smaler since smaler particles have biger specific 
surface . Wh en co lin g proce ss dominates a thernal chan ge， the parti c1 e si ze doe sn't 
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Fig. 2-4 Various kinds of organic naoprticles. (Top) molecuar s加 cture ，(botm left) 
crystal disperon ， (botm centr) colidal solution ， (botm ri gh t) Scanig electron 
mlcro scope Image. 
2・3 実験
N ，N' bーis( 2，5-dit ert-butylphenyl)-3 人久 10-perylendicarbo ximde (B PDI) とデンドリマーベリレ
ンジイミド(D PDI) はシグマアルドリッチから購入したものと Max Planck lnstitute の Pro f.
Mulen らが合成したものを実験に用いた[l 3) 。それぞれの化合物の構造式を Fig.2 ・5 に示す。
0.3 8 m g の BPDI 粉末を 10 ml の純水に加え、 30 分間超音波処理を してレーザー照射前の
サンプノレとした。 DPDI は純水中に分散せずに水面に浮いてしまうため、 0.3 mg の粉末を
10 ml の 3-[(3 -Cholamidpry l)dimethylaon )pr opanesu lf onate (CHAPS ， 8mM ，向人化学)
水溶液に加え、 30 分間超音波処理を行ったものをサンプノレとした。各サンプノレの懸濁液 3 ml 
を 1cmx 1 cmx5c m の水品セノレに入れ、暗証伴子で撹枠しながら Nd 3+: YAG レーザーの第二








F ig. 2-5 Molecuar structures of BPDI (l eft) and DPDI (right) 
Power m eter Gl an pri sm 
(A II Cl1 uatOr) 
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Fig. 2-6 Schemati ilustration of laser sytem 
ナノ粒子の生成は吸収スベクトノレ測定によって評価 した。レーザー照射前後のサンプノレは 1
時間静置したのち、その上澄みの吸収スベクトルを分光光度計(島津 UV-310PC ) を用い
て測定した。また吸収スベクトノレの経時変化はファイパ一分光器 (Ocean Optic s， USB 20 ) 
により測定した。ナノ粒子の蛍光スベクトノレは蛍光の再吸収の影響を避けるために吸収ス
ベクトルのピーク吸光度が 0.05 になるように希釈した後、蛍光光度計 (Hitachi F-450 ) を










g¥(r) = (E 明 *(t+ τ)/(Et)E *ο)) = exp(-r /τ 'd if.f) = exp(-rτ) (3 ・1)
減衰速度rは粒子の拡散係数 D と散乱ベクトル q より
r=Dq2 (3 ・2)
散乱ベクトル q は溶媒の屈折率 no 、レーザーの波長λ、散乱角θを用いて
q = (4 7m o /λ)sin(θ/2 (3 ・3)
と表される。散乱光強度I は電場の二乗に比例するので散乱光強度の自己相関関数 g2 は




K¥ = (r) = (D)q2 (3-6) 





D = kT(6 Jr TJa) (3 ・7)
より粒子のキュムラント平均粒径 G が導出される。ここで k: ボ、ノレツマン定数、 T: 絶対温度、
η:粘度である [14] 。
2-4 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子作製
2-4 ・1 ペリレンジイミド化合物 (BPDI)
レーザー照射前の BPDI 粉末は水晶セノレの底に沈んだ、状態で、上澄みはほとんど無色であ
ることから BPDI は純水にはほとんど溶解しないと考えられる。波長 532 nm ， 10 -70 mJ/cm 2 
のレーザーフルエンスで 10 分間レーザー照射後、無色であった BPDI 懸濁液の色は透明な
赤紫色に変化した。 Fig. 2・7 (a) に 1時間静置した後の吸収スベクトルを示す。レーザー照
射前の BPDI 懸濁液はピークのないフラットなスベクトル形状であるが、レーザー照射後は
BPDI 分子が 490 nm 、530 nm に持つ振動構造に対応するようなピークを持つスベクトノレが
観測された。波長 540nm における吸光度の照射レーザーフルエンス依存性を Fig. 2-4 (b) に










ことを示唆している。 Fig. 2-9 に 50 mJ/cm 2 で 60 分間レーザーを照射して作製したナノ粒
子の SEM 像を示す。これにより粒径が 50 ・-20nm の球状のナノ粒子生成が直接確認された。
次に BPDI 分子が強い吸収を持たない波長 35 nm で 10 ・70 mJ/cm 2のレーザーフルエンスで
10 分間レーザー照射した場合の吸収スベクトノレのフノレエンス依存性を Fig.2-10 に示す。波
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Fig. 2-7 (a) Absorance spectra of BPDI in water before and after 532 nm naosecd 
laser pulses iradiation for 10 minutes at various laser fluence (7 0， 50 ， 30 ， 20 ， 10 
mJ/cm 2). (b) Laser fluence depnc of the peak absorance of the supemat 叫 a武er
leaving the solution to settle for 1 hour. 
Aφφ 
Big palticles S ma l1 p altic 1 es 
Fig. 2-8 A schematic ilustration of light absorption on big and smal parti c1 es that have 
same amount of volume. 
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2 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製
ーザー照射後の吸光度が低く、また 35 nm 、70 mJ /cm 2の照射条件で作製したコロイド溶液








Fig. 2-9 A SEM image ofpread BPDI naoparti cI es by 532 nm laser iradiation at 50 
mJ /cm 2 for 10 minutes. Nanoparti cI es having 50-2 nm diametrs are observd 
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Fig.2 ・10 Absorance spectra of BPDr in water b巴fore and a食er 35 nm laser iradiation 
for 10 minutes at various laser fluence (70， 50 ， 30 ， 0，10 ，20 mJ /cm 2) 
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2. 液中レーザーアブレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製
Hobley らは BPDI と同様に PDI を発色団にもつ PTCDA について波長 35nm でレーザ
ーアプレーションによるナノ粒子化を行いフルエンス 130 mJ/cm 2以上の非常に高強度の
レーザーを照射した場合に効率的なナノ粒子化を観測している [15] 。しかし同時に光照射に
より CnH2 が生成物として生じることを報告している。波長 532nm のレーザー照射によっ
て BPDI 分子の光分解がおきていないことを確認するために、 30 -10 mJ/cm 2で 10 分間
のレーザー照射により作製した BPDI ナノ粒子のコロイド溶液をデシケーターの中で減圧
乾燥させた後、エタノーノレに再溶解させたものの吸収スベクトルを比較した(Fig.2 ・1) 。レ
ーザーフルエンス 50 mJ/cm 2以下では吸収スベクトルがレーザーを未照射のサンプノレと一
致したが、 70 mJ/cm 2では紫外領域にスベクトノレの浮きが見られ 10 mJ/cm 2ではスベクト
ノレ全体がブロード、になっている。これらの結果から、レーザーフルエンスが 70 mJ/cm 2以
上の高強度のレーザー照射によって BPDI 分子の酸化や光分解の生じている可能性が示唆
されたが、 50 mJ/cm 2以下では BPDI を分解することなくナノ粒子を作製できることが示
された。また生成したナノ粒子の分散安定性を確かめるために、コロイド溶液を 1 日静置
し、レーザー照射 1時間後と吸収スベクトルを比較した。 Fig. 2-12 に 50 mJ/cm 2で 10 分
間レーザー照射したサンブρルの照射後 1時間と 1 日の吸収スベクトルを示す。 1 日静置した
あとも吸収スベクトルにほとんど変化はなく、生成された BPDI コロイド溶液は非常に高
い分散安定生を有することが明らかになった。


















40 50 60 
wavelngth(m) 
Fig. 2-1 Normalized absorption spectra of BPDI ethanol solution whic wer preared 
by re 聞 disolved BPDI nanoparticles. BPDI nanoparticles wer preared 532 nm laser 
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Fig. 2-1 Absorance spectra ofBPDI coloidal solution after leaving 90 minutes (solid 
line) and 1 day (dashe line). Coloidal solution wer pread 532 nm laser iradiation 
for 10 minutes at 50 mJ/cm2• 
2・4・2 ベリレンジイミドデンドリマー化合物 (DPI)
レーザー照射前の DPDI 粉末も BPDI と同様に水晶セルの底に沈んだ状態で、上澄みはほ
とんど無色であることから DPDI も界面活性剤を含んだ水溶液にはほとんど溶解しないと
考えられる。 Fig. 2-13 (a ， b) に 10 -20 mJ/cm 2 のレーザーフルエンスで 10 分間照射後、 1時
間静置した状態における吸収スペクトノレとピーク吸光度の照射レーザーフルエンス依存性
を示す。 BPDI と同様に 10 分間のレーザー照射前後で DPDI 懸濁液の色が無色から赤色透明
に変化し、フラットなスベクトルから分子と同じ 570nm に振動構造をもっ吸収スペクトノレ
が観測された。また約 30 mJ/cm 2 を関値にして、より高いレーザーフルエンスでナノ粒子の
生成量が増加することが示された。そこで照射レーザー強度と作製されたナノ粒子のサイ
ズに相闘が見られるかどうかを調べた。まず DPDr 粉末の懸濁液にレーザーフノレエンス 50 ，
10 ， 150 ，20 mJ/cm 2 で 10 分間レーザーを照射してナノ粒子コロイド溶液を作製した。次に
ナノ粒子化されていない大きな粉末を取り除くために 30 中m で 10 分間遠心分離を行い、
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Fig. 2-13 (a) Absorance spectra ofDPDI in water containg 8m M  ofCHAPS before 
and after 532 nm laser iradiation for 10 minutes at various laser fluence (20 ， 150 ， 10 ， 
50 ，30 ， 10 mJ/cm 2 企om the top) (b) Laser fluence depnc of the peak absorbance of 
the supematn after leaving the solution to settle for 1 hour. 















Table 2・1 Mean particles diametr of DPDI coloidal solutions measurd by DLS. 
Coloidal solutions wer preared by 532 nm laser iradiation at fluences of 50 ， 10 ， 






るナノ粒子も小さくなると考えられる。 150 mJ /cm 'と20 mJ /cm 'では平均粒径は大きく変
わらないが多分散度が約半分に減少している。これは粒径が 170 nrn 程度まで小さくなると
溶媒への熱緩和の影響が支配的になり、それ以上の粉砕は生じないが、高いレーザーフノレ
エンスにより効率的にナノ粒子化が起こるために全ての粒子があるサイス、へ漸近している
ためだと考えられる。 Fi g. 2-14 (a ，b) に 20 mJ /cm 'で 10 分間レーザーを照射して作製した
DPI ナノ粒子の SEM 像を示す。 DPI のコロイド溶液は界面活性剤を含むため 1500 ゅm
で遠心分離によってナノ粒子を沈殿させた後、上澄みを純水と交換する作業を 3 回繰り返
し、界面活性弗lを取り除いた。除ききれなかった界面活性剤が析出している中に最小で 50
nm 程度の球状の DPI ナノ粒子が確認できる。 (b )の SEM 像では比較的サイズの大きな長
方形の粒子が観察される。このような粒子ではレーザーによって熱せられることで粒子内
の分子が運動し、より結晶に近い状態に分子が配列している可能性が示唆される。
Fig . 2-14 SEM image of DPDI nanoPilrticles prepared by 532 nm laser iradiation at 
20 mJ /cm 2 for 10 minutes 
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2. 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製
DPDI 分子は BPDI 分子よりも複雑な構造をもっ上に効率の良いナノ粒子化のためにはより
高いレーザーフルエンスを必要とする。レーザー照射により DPDI ナノ粒子の光分解が生じ









DPDI コロイド溶液の関して分散安定性を Fig. 2-16 に示す。 150 mJ/cm 2 で 10 分間レーザ
ー照射した DPDI ナノ粒子のレーザー照射 1時間後と 2週間後の吸収スベクトルを比較した




最後に DBPI とDPDI のナノ粒子化の関値を比較すると DPDI の関値が高くなっている。
また同じレーザーフルエンスで作製したナノ粒子のサイズは BPDI の方が DPDI よりも小さ
い。 DPDI は DBPI よりも水に浮きやすく、分子構造からも DBPI よりも結晶の密度が小さ
いと考えられる。そのため温度上昇に伴う体積変化が誘起されにくくナノ粒子化に必要な
レーザー強度が上昇し、また作製されるナノ粒子も大きくなったためと考えられる。また
詳細は第 3 章で議論するがナノ粒子の蛍光強度を DBPI ナノ粒子と DPDI ナノ粒子で比較し
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Fig. 2-15 Normalized absorption spectra ofDPDI ethanol solution whic wer preared 
by re-disolved DPDI nanoparticles. DPDI naoparticles wer preared 532 nm laser 
iradiation for 10 minutes at 20 ， 120 ，0， 70 mJ/cm 2 企om top. 
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Fig. 2-16 Absorance spectra ofDPDI coloidal solution after leaving 60 minutes (solid 
line) and 2 weks (dashe line). Coloidal solution was preared 532 nm laser 








った。 Fig.2 ・17(a) に 10 mJ/cm 2 で 10 分間レーザーを照射した場合の DPDI-CHAPS と
DPI-SD の規格化した吸収スベクトルを示す。 CHAPS を用いた場合は波長 570 nm あ
これは第 3たりよりも短波長がわが SDS を用いた場合に比べてスベクトルが浮いている。
章で詳細を述べる散乱の影響によるものと考えられ、 SDS を用いた場合の方が閉じレーザ
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Fig.2 ・17 (a) Nonalized Absorance spec 回 of DPDI coloidal solution with CHAPS 
and SDS preared by 532 nm laser iradiation at 10 mJ/cm 2 for 10 minutes. (b) Laser 
fluence depnces ofthe peak absorance ofthe supematn after leaving the solution 
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測定により、 BPDI 、DPDI 分子の光吸収がナノ粒子化に重要な役割を果たすことが明らかに
なった。 DPDI コロイド溶液の DLS 測定結果より照射レーザーフルエンスを 50 、10 、150 、
20 mJ/cm 2の時の作製されたナノ粒子の平均粒径がそれぞれ 436 、261 、17 、156nm である
ことが示され、レーザーフノレエンスを変化させることによって粒径の制御が可能であるこ
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体の励起状態を考え、 2 つの分子の基底状態の波動関数をそれぞ、れ町、 ¥}'2 、電子励起状態
の波動関数を¥}'j* 、¥}'2 *とする。このとき二量体の基底状態の波動関数 ¥}'g は近似的に
'I' g = 'I' j'I' 2 (3 圃 1)
となる。 2 分子のうちどちらか片方の分子が電子励起されたとすると、分子間相互作用が大
きいときには励起状態は分子振動や分子間振動に乱されることなく波動関数のコヒーレン
スを保ったまま 2 分子聞を移動する。このような励起状態がコヒーレンスを保ったまま 2
分子聞を移動する波動関数は
九 =(1/ .J2J 'I' j 'I' 2 * :!: 'I' j* 'I' J (3-2) 
とあらわされる。これが励起子である。ここで、 2 分子聞の相互作用エネルギー演算子を V
とおくと、 2 つの波動関数¥}'e :tのエネルギー はそれぞ、れ、
E :t = Eo :!:β (3-3) 




の距離 rおよび 2 分子の遷移双極子の幾何学的配置@に依存する。 Davydov は共鳴励起移動
速度を 2 つの遷移双極子ー双極子相互作用から導出し、共鳴エネルギーに次式を用いて分子
励起の理論を展開した。










位への遷移が許容となる。孤立分子の吸収バンドが 2 つに分裂するこの現象は Davydo 分
この二量体モデ、ルを 3 次元の結晶に拡張すると励起子のエネノレギー準位は
グ、}日目
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with various dimers molecuar m structure exciton band Diagrms for Fig. 3・1








つまり隣接 2 分子聞の共鳴励起移動速度 K に依存し次式が成り立つ。









子帯の幅(2B) と分子内振動エネルギー(hω) の大小関係によって次の 4つに分類し整理する。






10 5M 九m- 1のような非常に強い吸収帯のときに起こる。











































































Fig.3 ・2 Schemati adiabatic potential diagrms. 
3・3 ナノ粒子の吸収スベクトル
サンフ。ルとして BPDI 、DPDI 用いそれぞ、れ純水中、 8mM -CHAPS 水溶液中でレーザーア
プレーション法により蛍光性ナノ粒子を作製した(第 2章参照) 0 Fig. 3-3 (a ， b) に BPDI 、DPDr
コロイド溶液とそれぞれ 2μM のエタノール、アセトン溶液の吸収スペクトルを示す。コロ
イド溶液は BPDI では 532 nm 、 10 mJ/cm 2 で 10 分間、 DPDI は 532 nm 、20 mJ/cm 2 で 10
分間レーザーを照射して作製した。 BPDI のコロイド溶液はエタノーノレ溶液と比較してピー
クバンドが長波長方向に 10 nm 程度シフトしており、また第 1 ピークと第 2 ピークのピー
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Fig.3 ・3 (a) Absorance spec 仕a ofthe BPDI coloidal solution pread by 532 nm laser 
iradiation at 10 mJ/cm 2 for 10 minutes and that of the 2μM ethanol solution. (b) 
Absorance spectra of the DPDI coloidal solution pread by 532 nm laser iradiation 
at 20 mJ/cm 2 for 10 minutes and that ofthe 2μM acetone solution. 
Fig.3-4 に 50 ，10 ， 150 ，20 mJ/c 2 のレーザーフノレエンスで 10 分間レーザーを照射して作
製した DPDI コロイド溶液のピーク吸光度で規格化したスベクトルを示す。コロイド溶液に
含まれるナノ粒子の平均粒径はそれぞれ 436nm 、261 nm 、17nm 、156nm である。どのフ







α出 t =N( σ仙 +σ sct) = N σω (3 -7) 
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Fig. 3-4 Nonalized absorption spectra of DPDI coloids preared by 532 nm laser 
iradiation at 50-2 mJ/cm 2 for 10 minutes (solid line: 50 ， 10 ， 150 ， 20 mJ/cm 2 from 
above) and 2μM acetone solution (dashed line). 
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ために Mie 理論に基づいたスベクトノレのシミュレーションを行った[3] 。シミュレーション
のために必要なパラメータである DPI ナノ粒子の複素屈折率は次のようにして求めた。ま






ここでεとC はそれぞれ溶液の吸収係数とナノ粒子における DPI 分子の濃度である。ここ
で DPI ナノ粒子では、嵩高いデンドロンによって発色団同士に物理的な隔たりがあるため
に電子的な相互作用が抑制されており、溶液とナノ粒子の吸収係数はほとんど変化しない
と仮定する。またナノ粒子における DPI 分子の濃度は比重を1. 5 と仮定し 0.58 mol/dm 3 と
おいた。次に求められたK の値を用いて
千 K( λ)n( λ) = I .- ，. . / ゥ n。
t λ(1- (λ/λ'r)ν (3-9) 
で与えられるKr amers- Kr onig の関係式より複素屈折率の実部 n を導出した。ここで no は無
限遠の波長領域における屈折率でここでは1. 6 とおいた。ナノ粒子の形状を球形とし、Bohren 、
Hu ffi:n an らのアルゴリズムを用いてσcqr 、O" abs 、O" sca を計算した。
DPI についての計算から求められた複素屈折率と粒径 50 nm から 50 nm の光消失、散
乱、吸収スベクトルの粒径依存性を Fig.3 ・5 (a-d) に示す。測定されたおよそ 400nm から 150
m の平均粒径を持つコロイド溶液の消失スベクトルは平均粒径が大きくなるほど顕著に長
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Fig. 3・5 Mie theory simulation for various sized DPDI spherical nanoparticles. (a) 
Complex re 企active index (n + iK) of DPDI in the solid state. (b) extinction ， (c) 
印刷ering ，and (d) absorption eficiency. Particle sizes are given in the figure. 
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトノレ
BPDI に関しても BPDI の厚さ 10 nm の蒸着膜から得られた吸収スベクトノレを用いて
DPDI と同様の手順により複素屈折率を計算し馬台、 (}abs 、(}sca を計算した。 Fig.3 ・6 に計算
によって得られた粒径 50 nm から 250 nm での消失スペクトノレを示す。粒径が小さい場合
には計算で得られた消失スベクトルは実験によって得られた消失スベクトルとよく似てい
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Fig. 3-6 Extinction eficency of various sized BPDI spherical naoparti c1 es simulated 
by Mie theory. 
3-5 蛍光強度・スベクトルの粒子サイズ依存性
BPDI のコロイド溶液とエタノール溶液、 DPDI のコロイド溶液とアセトン溶液の蛍光ス
ベクトルを Fig. 3-7 (a ， b) に示す。 BPDI コロイド溶液の蛍光スベクトルはエタノール溶液と
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Fig. 3-7 Fluorescnt spectra of (a) BPDI coloidal solution pread by 532 nm laser 
iradiation 剖 10 mJ/cm 2 for 10 minutes and 2μM ethanol solution ， and (b) DPDI 
coloidal solution pread by 532 nm laser iradiation at 20 mJ/cm 2 for 10 minutes 
and 2μM aceton solution. The excitaion wavelngth for emison measurments was 
570 nm. 
同じピーク吸光度の値で DPDI コロイド溶液と DBPI コロイド溶液の蛍光強度を比較すると
DPDI コロイド溶液の蛍光強度が高く、デンドリマーを用いることで輝度の高いナノ粒子を
作製し得るといえる。しかし DPDI コロイド溶液においても蛍光強度はアセトン溶液と比較
すると 10 分の l程度で、エキシマーは形成されていないにもかかわらず、蛍光消光が起き
ている。先ほど説明したように DPDI コロイドではサイズの変化に伴う分子間相互作用の変
化は無視できるほど小さいと考えられ、 DPDI コロイド溶液の消光は主にナノ粒子表面やレ
ーザー照射による光生成物などの影響であると考えられる。フルエンス 50 2ー0 mJ/c 2で 10
分間レーザーを照射して作製した平均粒径 40-15 nm の DPDI コロイド溶液とアセトン溶
-48 ・
3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトノレ
液の蛍光スペクトルを Fig .3・ 8 (a) に示す。蛍光スベクトル測定において蛍光の再吸収を防ぐ
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Fig.3 ・8 (a) The emision spectra of DPDI nanoparticle coloids prepared by 532 nm 
naosecnd laser iradiation at the f1 uencs of 50 ， 10 ， 150 and 20 mJ/cm 2 for 10 min ， 
and the f1 uorescence spectrum of a 2μM acetone solution. The excitation wavelngth 
for emision measurnts was 570 nm. (b) Emison intensities of diferent-sized 
DPDI nanoparticle coloids as a function of the surface-to-volume ratio (0) ， and the 
f1 uorescne quantm yield estimated by taking into acounts of the scatering los of 






溶液中での蛍光量子収率と合わせて Table 3・1 にまとめる。ここで DPDI トノレエン溶液の蛍









低下することを報告している。メチルシクロヘキサン(ε=2.0) では 0.96 、 トノレエン(ε=2 .3 8)






PDI' 仁D → PDf-D+ (3 ・10)
DPDI ナノ粒子の場合も同様に、その表面にある分子は水の極めて高い極性 (ε=80 .4)の影響
によって分子内での電荷分離状態が安定化され、デンドロン基から励起した発色団への電
子移動によって励起状態が緩和し消光が起きると考えられる。
しかし粒径 10 nm のナノ粒子の場合、その表面に存在する分子の割合は全体の 3% 程度
でありナノ粒子表面で生成した励起状態のみの無轄射緩和を考えると Table 3・1 に示したよ
うなトルエン溶液等の蛍光収率と比較して 10 分の l もの蛍光収率の低下は起きない。ナ
ノ粒子が全く消光を受けない場合の蛍光量子収率を l として、粒径 156nm での蛍光量子収
率が 0β18 であることを考えると、ナノ粒子の 90 .2 %が消光されていることになり、体積に





ルギー移動を観測している [5]0 DPDI ナノ粒子の場合も吸収と蛍光スベクトノレに大きな重な
りがあるため効率良くエネルギーのホッピングが起き、エネノレギー移動により粒子内を移
動するうちに表面において上記の電子移動消光をうけると考えられる (Fig.3 ・9) 。そのためナ
ノ粒子の粒径が小さくなるにつれて励起されたエネルギーが表面まで到達する可能性が高
くなり、より消光の影響を受けやすくなると考えられる [6] 。また励起子の拡散距離 lは
1= 必万子 (3 ・1)
で表され 6 は励起子の自由度を示し、 D は拡散係数、 dま励起子の寿命である。この式に実
験値から得られた 1= 70 nm 、r= 6 ns を代入すると拡散係数 D は1. 36 x 10 ・3 cm2/s となる。




ら T = ~(子)' (3-12) 
励起子の寿命τ= 6 ns 、分子聞の距離 r= 1 nm を代入して kRET = 2.7 X lO 12 /s となり、これから
拡散係数 D は
D = r2kRET /2 








Fig. 3-9 A posible mechanis of surface quenchig on DPDI nanoparticles. Excited 
state m igrates in a nanopaticle. If it reache to a surface ， it wil be quenchd 
Table 3-1 Mean particl 巴s size (d) ， abso ゅtion maximum wavelngth (λmax) ， and 
f1 uorecne quanωm yield (φr) of DPDI nanoparticle coloidal solutions and those of 
DPDI acetone and toluen solutions. 
キ Relat ive f1 uorescence intensities ofthe coloidal and molecular solutions regarding the 
toluene solution as 1， Optical densities of each samples are 0.05 at 出 巴 巴xCltatIOn
wavelngt h (570 nm) 
料 Fluorescence quantm yie lds by using DPDI toluene solution as the reference. (φ f 
=0.92) 
Laser fluence d (nm) / (pdi) λmax (nm) Relative fluorescence φc' . 
(mJ /cm 2) intensity* 
50 436 / (0.29) 57 0.5 0.13 
10 26 1 / (0.29) 573 0.38 0.5 
150 17 / (0.207) 571 0.023 0.27 
20 156 /(0.103) 57 1 0.19 0.18 
Aceton 573 0.19 0.17 








ぼす影響を調べるために、レーザーフルエンスは 50 mJ/cm 2 でナノ粒子作製を行い、平均粒
径、蛍光強度、ゼータ電位のレーザー照射時間依存性を測定した。ゼータ電位は Malvem








まず 20 mJ/cm 2で 10 分間レーザーを照射してナノ粒子を作製し、その上で異なるフルエン
スで同じエネルギー量 (50 mJ/cm 2 120 分、 10 mJ/cm 2 60 分、 150 mJ/cm 2 40 分)のレーザ
ーをさらに照射し蛍光強度を比較した。 Fig. 3-1 に示すようにフルエンス 20 mJ/cm 2 のレ





DPDI 分子の光分解を強く示唆している。 2 光子吸収確率はフルエンス 150 mJ/cm 2 では 10
mJ/cm 2 と比べて 2.2 5倍となる。蛍光強度の低下量を比較するとフルエンス 150 mJ/cm 2 では
10 mJ/cm 2 の 2.4 4 倍となり 2 光子吸収確率の差異と近い値をとり、多光子吸収による光分
解を支持する。また Fig.3-10 で示した実験では 50 mJ/cm 2 のレーザー照射により蛍光強度が
時間とともに減少したのに対し、この実験では蛍光強度の減少がみられないことは、 20
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Fig.3 ・10 Mean particle size (d ， top) ， fluorecnce intensity (0) ， and zeta potential (・)
(botom) of DPDI nanoparticle coloidal solution after laser iradiation at 50 mJ/cm 2 as 
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Fig. 3-1 The laser fluence depnc of mean particle size (d ， top) and fluorescence 
intensity (botom) on the sequnce laser iradiation to the DPDI nanoparticle coloidal 

















子収率の顕著な低下が観測され、平均粒径 150 nm のコロイド溶液ではφ=0.18 と40 nm 
のφ=0.13 と比較して 10% 以下に低下した。この蛍光量子収率の原因として水の高い極性に
よる表面励起状態の電子移動消光と、エネルギー移動によるナノ粒子内部の励起状態の表
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用いてレーザーアプレーションで作製した DPDI ナノ粒子と DPDr 分子一粒づっの蛍光スベ




DPDI のナノ粒子は第 2 章と同様の実験系を用いてフルエンス 60 mJ/cm 2 で 50 分間レーザ
ーを照射することで作製した[1] 。界面活性剤は SDS (Wako) を用い、同条件で作製した DPDI
ナノ粒子の平均粒径は動的光散乱測定(Ohtsuka-denshi ，DLS-70H) より 30 nm と見積もられ
-57 ・
4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光
た。 DPDI ナノ粒子と DPDI 分子はそれぞれポリピニルアルコール水溶液(PVA: 10 wt% ， Mw= 






光子計数法(TCSP C)により単一粒子・分子の時間分解蛍光測定を行った。励起パルス (543 nm ， 
8.18 MHz ， 1. 2 ps FWHM) はチタンサファイアレーザー(Tsunami ，Spec 凶 Physics) から発振し
たレーザーパルスをポンプ光として、光パラメトリック発振器(GWU) によって得られた第 2
高調波を用いた。ベレーク補償板(N ew focus) を用いて円偏光にした励起パルスは走査ステー
ジ(Physics Instruments) を備えた倒立顕微鏡(Olympus IX 70) に導入され、油浸対物レンズ(1. 3
NA ， x10 ， Olympus) を通してサンプルに集光した。励起高強度は顕微鏡の導入口に設置した
回転式減光フィルターを用いて調整した。サンフ。ノレからの蛍光は対物レンズを通ったあと
無偏光ビームスプリッタによって 50: に分けられ、一方はイメージを得るためにアパラン
シェフォトダイオード(APD ，SPCM 15 ， EG&G) に導入され、もう片方はスベクトノレを得るた
めに液体窒素冷却 CCD とカッフ。ルさせたポリクロメーターへ導入した。時間分解データは
TSCPC カードの first-In-first 回 out モードにより処理した[2] 。
Fig. 4-1 Schematic i1l ustraion ofthe single parti c1 e spectrospy set-up. 
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4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光
コインシデンス測定には Hanbury-Bown and Twis アンチパンチング装置を用いた[3] 。ア
ンチパンチンクゃとは時刻tに光子が来た時に時刻廿8t (8t →0) に光子が来る確率が小さいこと
コインシデンス測定では上記の共焦点顕微鏡システムを用い、サンプノレから
の蛍光を無偏光ビームスプリッタで 50:50 に分けそれぞれを 2 つの APD で検出し、 TCSPC
カードを用いてある時刻 tとt+ 8t における信号の有無の相関を取った。 Fig. 4-2 に示すよう
を意味する。
に、例えば単一蛍光分子からの蛍光を観測する場合、励起レーザーパルス幅が分子の蛍光
寿命よりも十分短かければ一つのパルスによって分子は l つの光子を発し、同時に 2 つ以
上の光子を発することはない。この時t を横軸にとり 2 つの APD で同時に光子を検出する回
数のヒストグラムをとると、 8t=0 での値は O となりアンチパンチド状態となる。単一分子
からの発光ではない場合は8t=0 での値は0とならないが8t=0 の値はレーザーにより励起さ
TCSPC カードには 125 ns の不感時間が存在すれている領域に含まれる分子数に依存する。
これにより一つのレるので APD のシグナノレのうち一方には1. 3μs の電気的遅延を設けた。
TCSPC カードはデーザーパルスによる複数の蛍光シグナルを検出することが可能となる。
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Fig. 4-2 Schemati ilustration of Hanbury-Brown and Twis antibuching set-up. An 





Fig .4-3(a) に PVA 薄膜中に分散させた DPDI ナノ粒子の蛍光像を示す。ナノ粒子の蛍光イ
メージは 2D ガウシアンでフィッティングし x 軸、 y 軸それぞれの半値幅の平均値をナノ粒
子の直径とおいた。 Fig .4-3(b) に 50 個のナノ粒子を測定した結果の粒径分布を示す。得ら
れたナノ粒子の平均粒径は 243 nm で DLS によって見積もられた 30 nm と整合性のよい値
が得られた。また本実験で用いた蛍光顕微鏡、ンステムの空間分解能は回折限界である 20
m 程度である。蛍光測定により求めたナノ粒子の粒径は空間分解能よりも大きな値を示し
ているため、観察している対象は PVA 薄膜中に溶けた DPDI 分子ではなくナノ粒子である
と考えられる。 Fi g.4-2 に代表的な PVA 薄膜中の DPDI 単一ナノ粒子、 PMMA 薄膜中 DPDI
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Fig. 4-3 (a) Fluoresc1e image of G lPDI single 1anoparticles disperd in PVA film 







Fig. 4- (a ， b) に単一ナノ粒子と単一分子の SO- 振動ピークに対応する蛍光ピーク位置の
ヒストグラムを示す。蛍光ピークは分子に関して 60nm を中心に約 30nm の分散を持つの
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4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光
しかしナノ粒子の蛍光ピーク位置と粒径の相関を見ると Fig. 4-5 に示すようにに粒径 20
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Fig. 4-5 Maximum peak positions of single DPDI nanoparticles as a function of its 
diameter. 
4-3-2 蛍光寿命
Fig. 4-6 (a-d) に単一分子と単一ナノ粒子の蛍光寿命減衰曲線を示す。これまでに DPDI 単




この分散は正規分布である [6]0 Fig. 4-6 (a) に示した DPDI 単一分子の蛍光も単一指数関数
しかしナノ粒子の蛍光的に減衰し、その寿命も 5.14 ns とこれまでの結果を再現している。
また減表曲線は時は粒子ごとに異なる多成分減衰曲線を示しその寿命もばらばらである。
刻とともに変化する。ナノ粒子の蛍光寿命を求めるために蛍光ナノ粒子の蛍光寿命減衰曲
ここで装置関数を考慮線を 2 成分指数関数でフィッティングし寿命成分のτl、'[2 を求めた。
すると 2成分でのフィッティングが困難で、あったため装置関数は考慮せず減衰曲線の立ち
50 個のナノ粒子について求上がり後の減衰部分に関してのみのフィッティングを行った。
めたτlはおよそ 0.5- 1. 5 ns の範囲にあり τ2は 3-8 ns としづ応範囲に広がった分布を見せた。粒
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Fig. 4-6 Represntaive f1 uorescent decay curves of (a) a single molecu in PMMA and 
(b-d) thre diferent naoparticles in PVA. Residuals ， fiting curves ， lifetimes τ， and χ2 
-63 ・
are also given in the figure. 
4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光
α、pは各寿命成分の寄与を表す係数である。平均蛍光寿命<τ> のヒストグラムを Fig.4-7 に
示す。ナノ粒子の平均蛍光寿命はほとんどが 1 ns 程度を示し、中には非常に長く単一分子
的な 5・7 ns を示すナノ粒子も存在した。多成分指数関数による蛍光減衰からはナノ粒子で消
光が起きていることが示される。この結果は前章までで示したナノ粒子での蛍光量子収率
の低下を説明する。また粒子ごとに減衰曲線が異なることから消光の寄与は粒子ごとに一
様ではないことを示唆し、ナノ粒子からの発光状態を大きく分類すると平均蛍光寿命が 1 ns 
程度を示す消光を受けた状態と、平均蛍光寿命が 5・7 ns の消光を受けていない状態に大きく
2 分することができる。加えて蛍光寿命に関しても粒子サイズとの相関をとった結果、蛍光
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Fig. 4-7 A histogram of averg lifetimes on naoparti c1 es in PVA film. 
4-3-3 蛍光強度と寿命の時間変化
Fig. 4-8 (a-d) に Fig.4 ・6 (a-d) の寿命減衰曲線をもっ各分子とナノ粒子に対応した蛍光寿命
と蛍光強度の時間変化を示す。単一分子の場合は 5 ms あたり 10 光子カウントの蛍光強度
を得るために数 kW/cm 2 の励起光強度を必要とするのに対し、ナノ粒子では 10 分の l以
下の数 W/cm 2 しか必要としない。直径 30nm の球形ナノ粒子を仮定した場合、ナノ粒子は
数百万の分子を含有しているために、ナノ粒子を一つの発光体とみなすとナノ粒子の消光
を考慮しても分子よりも 10 倍以上の吸収断面積を有しているといえる。これは点光源と



























ある時刻に放出されるフォトン数を測定した。その結果 Fig.4-6 のナノ粒子 b のようにナノ
粒子の蛍光強度が単一指数関数近い形で減衰する場合にのみ蛍光のアンチパンチングが観
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Fig. 4-8 Fluorescent intensity and lifetime trajectories of (a) a single molecu in 
PMMA and (b-d) thre diferent nanoparticles in PVA. Transient intensity and lifetime 
recorde with 5-ms bining time and evry 10 photns respectively. Each trajectories 
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Fig. 4-9 A histogram of inter photn arival time on single DPDI naoparti c1 e that has a 
monexpntial decay curve. 
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本実験でサンプルとして用いたペリレνジイミド S9 (PDS9) はドイツ LMU ・Universitat





として 2 種類の PDS9 ディスク状ナノ構造体をガラス基板上に作製した。この 2 種類の差は
その作製手法とサイズである。数百 m から数μm の幅を持つ構造体は 10μL の PDS9 ジク








上にディスク状のディウェッティング構造体 (d-spot) を作製した[2]0 PDS9 の蛍光消光剤
として lmMのメチレンブルー水溶液を用いた (Fig. 5・1)0 c-spot とιspot の厚さは原子間力
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Fig.5 ・1 Molecuar structures ofPeryln S9 and Methylne blue as quenchr 
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5. ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性
PDS9 ジクロロメタン溶液の吸収・蛍光スベクトルはそれぞれ分光光度計(CARY 50) と
蛍光光度計(SPEX Jobin-Yvon) を用いて測定した。蛍光寿命イメージングはマルチチャンネル
プレート光電子増倍管(Hamatsu) の単一光子計数モードにより行った。蛍光寿命イメージ
ングシステムを Fig. 5・2 に示す。励起光にフェムト秒レーザー(t 平ulse 20 Am plitude ，λ 
=103nm ， 10 MHz ， 40 fs FWHM) の第二高調波を用いた。励起レーザーパルスは倒立
wide-field 顕微鏡(Olympus) に導入され 60 倍対物レンズ(N ikon ，Nλ=  0.95) によってサンプル
に照射された。励起レーザーパルス強度は減光フィノレターによって、サンプノレ照射時に数
nW/cm 2 から数百 nW/cm 2 の範囲で調節した。サンプルからの蛍光は同じ対物レンズを通過
したあと、視野観察用の CCD カメラと吸収・蛍光スベクトノレ測定のためのファイパ一分光
器(Ocean Optics ， In c.)1 こ分けられ、最後にマノレチチャンネルブρνート光電子増倍管へ導入し
た。生成した光電子は 5 つの陰極に広がり、それぞれの陰極における電荷量から入射した
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まず AFM 測定により、基板上に作製した PDS9 ナノ構造体 c- spot とd-spot の膜厚を見積
もった。構造体の AFM トポグラフィー像を Fi g5-3 (a ， b) に示す。 c-spot では直径が lから数
μm のディスク状の構造体が基板上に島状に存在し、 d- spot では直径 20nm 程度のディスク
状構造体が基板上に無数に点在した。Fi g. 5-4 にディスク状構造体の膜厚をサイズに関して
プロットした結果を示す。d-spot の膜厚は 20 nm から 10 nm かけて分布し、サイズが大き
くなるにつれて分散が大きくなるものの、直径の増加に比例した膜厚の増加が観測された。
c-spot の膜厚に関しては 50 個の構造体の平均値をとり、平均膜厚は 9.0 :t 4nm であった。
(a) 
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Fig. 5-3 AFM topgra hy of c叩 ot (a) 加 dd 叩 ot (b) 
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5. ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性
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Fig 5-4 Th icknes of c-spots as a function of its diametr (open cir c1 e) and averg 
thicknes of 50 d-spots (c1 ose square). 
Fig.5- にPDS9 のジククロメタン溶液と固体薄膜の吸収スペクトル、ジクロロメタン溶液、






光スベクトノレに対して固体では 529 nm から 593 nm への非常に大きなストークスシフト、
幅が広く振動構造のないスベクトノレを示すことから、励起状態での強い分子間相互作用に
よるエキシマー形成が確認された。次に同じ固体状態である、 c-spot 、d-spot 、結晶粉末の蛍




d-spot が完全な結晶ではなくアモノレファスであるために、本来 PDS9 結品では存在しない。
型の分子配置をとる分子が存在し、それらが振動構造をもっ蛍光を発していると考えられ
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Fig. 5-5 Absorptin spec 汀a and f1 uorescn 巴 images of PDS9 a) in dichlorm ethane 
so luti on ， c) thin film and emison sp ectra ofb) dichlormethan so luti on ， d) d-spo 岱，c) 
c-spots and a crysta 1. Absorptin peak po sition of a) dichlormethan so lu tion and c) 
thin fi lm are alm ost same but emison peaks of d) d-spots ， c) c-spots and crystal is red
shifted due to an excimr formin g. 
7xに c-spot 、d-spo t、粉末結晶の蛍光寿命を Fi g. 5-6 に比較する。粉末結品は単一成分で 2
ナノ秒という長寿命の蛍光減衰を示し、これはエキシマー状態の発光に典型的な減衰曲線
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Fig. 5-6 Fluorescnt decay curves of PDS9 crystal ， c-spots ， and d-spots. Two 





態がサイズに依存して変化したとは考えにくい。 Kwon らは 9，lO -bis (4 圃(N -carbazolyl)
anthracene nanoparticles のナノ粒子に関して、そのナノ粒子の表面粗さを変えると蛍光寿命
が荒さの程度によって変化することを報告しており [4] 、PDS9 の場合も表面の欠陥が蛍光消
光を引き起こしている可能性が挙げられる。そのためサイズが減少するにつれて欠陥を有
した表面の寄与が増大し、より大きな消光を与えたと考えられる。
c-spot における蛍光寿命イメージを Fig.5-7 に示す。破線で囲った直径 3μm 程度の構造体







Fig. 5-7 Fluorescent li fe time image of c-spo t. Biger spot having J 8-20 ns Jifetime is 
suronde by dashe line and sma J¥ er spot hav ing around J 6 ns Jifetime is suronde 




























before ading MBaq (l mM) 





Fig. 5-8 Time change of f1 uorescent decay curves of PDS9 film before and after ading 
quencher. 
次に c- 叩ot 、d-spot に対して消光剤を加えた時の蛍光強度の変化を Fig. 5-9 に示す。ここで
消光剤を c-spot 、d-spot に加えた場合蛍光強度の減表が激しく蛍光寿命の測定が困難で、あっ





た平均の膜厚が 10 nm 程度である d叩 ot において表面に存在する分子は多く見積もっても
全体の 10 であるが消光効率は1/ 10 よりも大きい。このことから PDS9 のナノ構造体に関
しても第 3、4 章で議論したように励起状態のエネルギー移動によって内部の励起状態が表
面まで移動しそこで消光剤によって消光を受けたために、効率よく蛍光消光が起きたと考
えられる。平均膜厚 60nm 程度の c叩 ot1 .2.3 の平均消光効率は 22% なので表面から約 12nm
が消光されていると考えると d-spot ではほとんど完全に消光されている結果と比較して妥






咽阻 Without quencher 
|仁コ With quencher 
Without quencher With quencher 
c-spot 1 280 930 (0 .3 3) 
c-spot 2 3450 570 (0.17) 
c-spot 3 2140 340 (0.16) 
d-spot 1 170 50 (0.03) 
d-spot 2 2470 10 (0.04) 













































によって内部の励起状態が表面での効率的な反応に寄与し、その平均移動距離が 12 nm 程
度であることを見積もった。
これらの結果はナノ粒子をセンサーなどに応用する場合に、粒径が小さくなるほど表面
で、のエネルギー移動効率があがり FRET などのセンサ一応用の場合は高い SN 比を得られ
ることなど応用に向けて重要な知見である。
参考文献
[1] H. Langhls ， R. Ismael ， O. Yurk : Tetrahedron 56 (20) 5435. 
[2] H. Luo ， D. Gersap : Macrom/eus 37 (204) 5792. 
[3] J. A. Spitz ， R. Yasukni ， N. Sandeu ， M. Takno ， J. 1. Vachon ， R. Mealet-Renault ， R. 
B. Pansu ， J Micros : 29 (208) 104. 
[4] E. Kwon ， H. R. Chung ， Y. Araki ， H. Kasi ， H. Oikaw ， O. It o， H. Naknish ， Chem. 




























製法の詳細は第 2 章に示す。 BPDI ナノ粒子を細胞へ応用する際に使用した生理的緩衝溶液
-81 ・
6 蛍光性ナノ粒子を用いた細胞プローブへの展望
として PBS (N aC I 1.3 7M ， KCI 27mM ， 
Na ，HPO. 10 m M ， KH ，PO . 18 rnM)、 TBS
(N aCI I 37mM ， KC I 2.7 rnM， Tri s-base 
25 rnM) を用いた。細胞はマウス由来の
N1H3 T3 マウス線維芽細胞 (N lH 3T3




凍し、 1 日おきに培養液交換、 3 日おきに
F ig. 6-1 Transmio n image of 
m ouse Nli 3T3 fi bro blast cel l. 
継代を繰り返し使用した。継代には組織培養用ベントキャップフラスコ (I W AK1 312 -075X ) 
を用い、実験の際はフィブロネクチン(CALBIOCHEM 341 635) をコー卜したガラスボトムデ
ィッシュ(秋 田住友ベータ株式会社)に培養したものを用いた 。蛍光観察は共焦点蛍光顕
微鏡 (Olympus ，FLUOVTEW FV30) を使用した。励起光に連続発振の半導体レーザー
(Shangi laser ， O PS ， 473 nm) を用い、 10 f音の油浸対物レンズ(Olympus ，N. A . 1. 25) で観察
した。以下に細胞倍養液の調整方法、冷凍保存された細胞の解凍と培養方法を示す。
細胞培養液の調整
① L-グルタミン(Wako)29 mg を、少量の液体培地 (OMEM Sigma 05 79 6) に溶かし、フィ
ノレター 滅菌する。
② OMEM 450 m lに①の L-グノレタミン溶液、ペニシリン・ストレプトマイシンの混合液 5 ml
(GIBCO Ca t. No .1540-18) 、57 "Cで補体因子を不活性化させた血清 50ml (GIBCO Cat 
No.26 140-79) を加え懸濁する。
細胞の解凍
① 液体窒素凍結保存容器から冷凍保存チューブを取り出し、 37 "Cの湯浴で温める 。
② 冷凍保存チューブを遠心分離(1 0 ゅm ，5 min) にかけ上澄みを吸い出し、 12 ml の細胞培
養液を加えて懸濁した後、培養フラスコにまく。
細胞の培養
① 胞培養液とリン酸緩衝液(PBS Sigma 0431) を湯浴で 37 "Cに温める 。
② 培養フラスコの繕養液を除き、 PBS ですすいだあと PBS を除き、 トリプシンA OTA
(GIBCO 2530 -54) を加えて 37 "Cのインキュベーターに 30秒入れ、顕微鏡で細胞が剥が
れたのを確認したあと、培養液を入れトリプシンの活性を止める。
③ lxlO' 個Iml に②の細胞懸濁液を希釈して新しい培養フラスコに移し、 C O，インキュベー
-82 ・
6. 蛍光性ナノ粒子を用いた細胞プローブへの展望
ターで 37 0C 、CO 2濃度 5% のもと培養する。
ガラスボトムディッシュに培養する際は37 0C に温めた DMEM に5μg/ml になるようにフ




Fig 6-2 にBPDI の PBS 懸濁液にフノレエンス 50mJ/c 2でレーザーを照射した場合の吸収ス
ベクトノレを示す。 PBS 中でもレーザーの照射時間の増加に伴い分子的な吸収ノ〈ンドが表れ
しかし BPDI 水懸濁液と PBS 懸濁液の結果と比較ナノ粒子が生成していることがわかる。
フルエンス 50 mJ/c 2 で 10 分間レーザーを照射した場合、 PBS 懸濁液のピーク吸すると、























Fig. 6-2 Absorptin spec 仕a of BPDI in PBS after 10 ， 30 ， 60 minutes laser iradiation at 
532 nm at 50 mJ/cm 2 企om the top and in water after 10 minutes laser iradiation at 532 
-83 ・
nm at 50mJ/cm2• 
6. 蛍光性ナノ粒子を用いた細胞プロープへの展望
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Fig. 6-3 (a) Time change of absorption spectra ofBPDI before ， just after ， 60 min after 
and one day ading in PBS. (b) Time change of absorption spec 甘a of BPDI before ， just 
after ， 60 min after and one day ading in TBS. PBS and TBS wer ade a立er 60 




た。第 2 章で示したようにレーザーアプレーションで作製した BPDI ナノ粒子は水中では極
めて高い分散安定性を有する。 Fig.6-3 (a) にフルエンス 50 mJ/cm 2 で吸光度が飽和するまで
60 分間レーザーを照射後に PBS を加えた場合の吸収スベクトルを示す。この時、 PBS は通
常使用する 10 倍の濃度に調整し、ナノ粒子コロイド溶液と PBS を 9:1 の割合で混合した。
PBS 添加後、ピーク吸収度は添加前よりも低下し、添加後 1 時間でさらに低下を続けた。





報告した。 BPDI ナノ粒子においても DPDr ナノ粒子と同様に表面電位の変化が起きている
と考えられ、電解質溶液においてもナノ粒子の分散安定性を高めているのではないかと考
えられる。しかしながら BPDI コロイド溶液を一日静置したところ、後から PBS を加えた
場合、 PBS 中でナノ粒子化を行った場合のどちらでも吸光度が 15 程度にまで減少した。光
学セノレの底には沈殿物が確認されナノ粒子はほとんど凝集したと考えられる。また上記と
同様の実験を TBS 中で、行った結果を Fig. 6-3 (b)に示す。 TBS での結果は PBS と同様の傾
向を示し、ナノ粒子の生成効率もほとんど PBS の場合と変化がなかった。このことから電
解質の組成の違いはナノ粒子の生成にあまり影響を与えていないと考えられる。
最後に PBS 中で BPDI ナノ粒子を作製した場合の蛍光スベクトルを Fig.6-4 に示す。培養
液 DMEM にナノ粒子を加えた場合、蛍光スペクトルはエキシマ一発光で、はなくモノマ一発
光を示し、 DPDI は水性溶媒である DMEM には可溶であることを示している。しかし PBS
中での大きなストークスシフトと幅の広いスペクトルの特徴はエキシマー由来のものであ
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Fig. 6-4 Absorption and fluorescence spectra of BPDI co l1 oida solution in water and 
PBS. Co l1 oida solution was prepared 532 nm laser iradiation at 50 mJ/c2 for 50 






NIH3T3 細胞の培養液とナノ粒子を分散させた生理的緩衝溶液を置換した。 12 時間 37 0C 、















光イメージを Fig.6- に示す。前節で述べたように BPDI ナノ粒子は培養液である DMEM に





えるとナノ粒子のサイズは 10 nm 、もしくはそれ以上になっていると思われ、疎水的とは
いえ簡単に細胞膜を通過し得るとも考えにくい。本実験条件では緩衝溶液中で細胞を 12 時
間培養しており、これにより細胞活性が通常より低下していると恩われる。細胞活性の低

















Fig. 6-5 Transmision image (l e丘) and fluorescence image (right) of Nli3T cell 
stained with BPDI nanoparticles. Cros-section of fluorescence ima ges is also put i口出e
figure. 
Fig. 6-6 Transmision ima ge (right) and fluorescence image (l eft) of Nli 3T cell 




































[1] C. W. C. Chen ， S. M. Nie: Scienc 281 (1 98) 5385. 
[2] J. N. Israelachvili: lntermolecular and Su ゆce Forces (Academi Pres Lm t. 
Lond 1985) 
[3] B. Alberts ， D. Bra 弘J. Lewis ， M. Raf ， K. Roberts ， J. D. Watson: The Cel (N ewton 
Pres ， New York ， 195) 
[4] S. Le ， A. G. Doukas: IE. J. Selcted Topics Quant. Elect. 5 (1 9) 97. 
[5] R. Yasukni ， J.-A. Spitz ， R. Mealet-Renault ，工 Negish ，工 Tad ，Y Hoskaw ， T. 
Asahi ， C. Shuknami ， Y Hiraki ， H. Masuhr: Aplied Su だ向ce Scienc 253 (207) 
6416. 
[6] C. Hoskaw ， H. Yoshikaw ， H. Masuhr: Phys. Rev. E 70 (204) 06140. 
[7] A. Yamguchi ， Y Hoskaw ， G. Louit ， T. Asahi ， C. Shuknami ， Y Hiraki ， H. 
Masuhr: Apl. Phys. A， 93 (208) 39. 
[8] Y Hoskaw ， S. Iguchi ， R. Yasukni ， Y. Hiraki ， C. Shuknami ， H. Masuhr: Ap l. 



















ー (DPI) のナノ粒子を作製した結果をまとめた。レーザー照射条件の変化に伴う BPDI 、




液に分散剤として SDS または CHAPS を添加したところ、分散剤の種類によってナノ粒子
化の効率に大きな差が生じることが明らかになった。


















第 4章ではポリマー薄膜中に分散させた DPDI 単一ナノ粒子の時間分解顕微蛍光分光を行





































F1uorescence imagn and spec 住oscpy have ben wide1y used in the fie1d of 1ife 
science ， and organic fluorescent naoparti c1 es have atracted increasing interest as one 
ofthe promisng materia1s as functiona1 fluorescent probes for cel-imaging and sensing 
of biomateria1s. Howevr ， there is limited resarch of the optica1 properties depndig 
on the size ， surface nature ， and surounding environmets and so on. In the thesis 1 
present the new fabrication method of fluorescent organic naoparti c1 es and consider 
their optica1 properties in prospect of bio1ogica1 ap1ications. High1y fluorescent 
naoparti c1 e was suces 白lly fabricated using a pery1endimide derivative having 
bu1 勾 denro group by 1aser ab1ation in water. The size-depndent optica1 properties in 
a sing1e naoparti c1 es 1eve1 and of bu1k coloida1 solution wer investigated. Main 
results in each chapter are sumarized as folow. 
In chapter 2， fabrication of fluorescent organic naoparti c1 es of BPDI (comercialy 
avai1ab1e pery1endimide) and DPDI (dendronized pery1endimide) by 1aser ab1ation 
in water was demonstrated. Microcrysta1s of fluorescent mo1ecu1es having comp1ex 
struc 印res converted into naoparti c1 e coloids by 1aser ab1ation without remarkb1e 
phot-degradtion by adjusting 1aser conditions and obtained coloida1 solutions wer 
quite stab1e for more than a we k. Dynamic 1ight scatering measurnt demonstraed 
that DPDI nanoparti c1 es with a mean size ranging 企om 150 to 40 nm wer 
sucesfuly fabricated by varying the 1aser fluence. 
In chapter 3， the size-depndence of extinction and fluorescent properties of BPDI 
and DPDI coloids wer investigated. It was confirmed that the size depndet 
extinction spec 仕a of DPDI coloids cou1d be atributed to the con 仕ibution of 1ight 
scatering 10s and absorption spectra doesn't change depndig on the size. Both the 
absorption and the emision spec 仕a of DPDI nanoparti c1 es wer sim i1 ar to those of 
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molecules in solution ， whic indicated the weak electronic interactions of DPDI 
nanoparti c1 es due to the bulky denro groups si 加ated in the bay positions of the PDI 
core. On the other hand ， BPDI nanoparti c1 es showed a diferent absorption spectrum 
企om that of molecules solution and exhibited a broad excimer fluorescence band. It was 
found that fluorescence quantm yi e1 ds of DPDI nanoparti c1 es are smaler than that of 
DPDI molecules in no-polar solvent and the yields decreased drasticaly with parti c1 e 
size decreasing. It was sugested that the surface quenchig due to polar environmet in 
water ， and an excited state migration in the nanoparti c1 e by enrgy hoping. The laser 
iradiation efect on the fluorescence intensity sugests that ionization or oxidzed 
species are genrated at the parti c1 e surfac under the intense laser excitation. 
In chapter 4， fluorescent properties of DPDI single nanoparti c1 es wer examind 
under time-resolved confocal fluorescence microscpe and compared with those of 
single molecule. Spectrum measurments of 50 individual nanoparti c1 es demonstrates 
that their emision peak position is almost same to each other wh i1 e singl molecules 
showed a large scater on their emision peak The result is a sign of a more rigid sytem 
and a fluorescence protected 企om its environmet like bulk system. Time 同 traces
fluorescent intensity measurnt revaled almost no blinking and a higher 
phot-stab i1 ity compare to single molecules ， whic confirms the nor トa自己ction 企om the 
surounding enviromen t. A stepwise change on fluorescent intensity and lifetime 
sugested the exciton enrgy migrates in a nanoparti c1 e and w i11 be deactivated at 
quenchig site. 
In chapter 5， the size depndet quenchig e節 ciency of PDS9 nao structures 
prepared on a glas substrate by cast and dewting methods was investigated. Wide 
fields fluorescence lifetime measurnt on diferent sized nao structures under air 
atmospher revaled that thiner s仕uctures had shorter fluorescence lifetime than 
thicker structures probaly due to exciton 仕ap sites such as defects or photproducts at 
the surface. The size quenching eficiency of PDS9 nao structures measurd by 
covering with methylen blue water solution was examined. Exciton migration length in 
PDS9 nao structures was estimated 企om the size depndet quenching eficiency to 
-95 幽
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around 12 nm. 
In chapter 6， f1 uorescent imagn of live-ce l1 using BPDI naoparticles wer 
demonstrated. It was confirmed that BPDI naoparticles dispersed in a bufer solution 
for a few hours. BPDI naoparticles in bufer solution was ade to ce l1 culture medium 
of NIH 3T ce l1 s and f1 uorescent images of the ce l1 s wer observd with a confocal
microscpe. It was confirmed th 剖 BPDI naoparticles could go through ce l1 mebran. 
Fina l1 y a future perspective of potential aplication of f1 uorescent organic naoparticles 
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France. 
Je voudrais mainteant remrcier mes amis et con 企紅白 qui m'ont aide. Parmi eux ， Je 
voudrais citer Rachel MEALLE 下RENAULT ，Carine mLIEN ， Keitaro NAKATANI ， 
Jean-Alexis SPITZ ， Am aud BROSSEAU ， Arnaud SPANGENBER G， Remi METIVIER ， 
Jean-Jacques VACHON ， Sophie BADRE ， Elena ISHOW. 
Mars 209 ， Ryohei YASUKUNI 
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